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全体にみられた。また、Caspase 3 および Caspase 9 は、野生型では移行期エナメル芽細
胞に陽性反応を認めなかったのに対し、点変異マウスでは陽性反応を認めた。アポトーシ













































































あるが、エナメル芽細胞は２つの細胞型、すなわち 波状縁のある ruffle-ended ameloblast 
























C/EBP)、Dlx212)、Dlx2 and FoxJ113)、Oct-114)、Pitx215)、Clock genes16)、Nr1d117)、
Rux2 and Dlx317)、Tbx118)がある。Amelx 遺伝子は 7 つのエクソンから構成されるが、ヒ
トおよびげっ歯類においてエクソン８および９の存在が報告されている 19)（図 2(a)）。す
べてのエクソンより翻訳されるのはマウス 194 アミノ酸（mouse 194 amino acid 
amelogenin）、すなわち M194（full-length amelogenin）であるが、マウス Amelx から選
択的スプライシングにより 16 種類の mRNA が知られており、多くみられるのがマウス
180 アミノ酸に翻訳される M180、およびマウス 59 アミノ酸、すなわち M59（leucine-
rich amelogenin protein（LRAP））である 20)(図 2(b))。これらのスプライシングアイソフ
ォームの役割は不明であるが、アメロゲニンノックアウトマウスの解析からエナメル質の
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の DNA 塩基配列の一部を示す。DNA 塩基配列はエクソン 5、エクソン５
と６の間のイントロン、およびエクソン 6a の、それぞれの一部を示す。 
＊(赤)は本研究で使用したマウスの Exon 6a における点変異部位（T→C）
を示す 60)。(b)マウスアメロゲニンのスプライシングアイソフォームの種類
およびアミノ酸残基の数。マウスアメロゲニンのスプライシングアイソフ
ォームはそれぞれ異なる領域からコードされる 23）。（マウス DNA 塩基配
列:NCBI Reference Sequence: NC_000086.7 マウスアメロゲニンのエキソ







proteinase 20, MMP20）、エナメライシン（enamelysin）および カリクライン 4




に 45 アミノ酸のチロシンリッチアメロゲニンペプチド（tyrosine-rich amelogenin peptide, 
TRAP）がある 25)。本研究にて用いたアメロゲニン遺伝子点変異マウスは、M180 の分解




















である MMP20 およびカリクライン 4、転写因子の Dlx3 が報告されている 29)。また、ヒ
トにおいてアメロゲニンの点変異によりエナメル質形成不全症を発症する症例が報告され
ており 30)-32)、M180 および TRAP に点変異を持つマウスにおいてエナメル質形成不全を















導されるのかは不明な点が多い 49)。2005 年に Wang らは Lysosome-associated membrane 
protein 3 (LAMP-3, CD63)50)が、2006 年に Tompkins らは lysosome-associated 
membrane protein 1 (LAMP-1)51)が細胞膜表面に発現しアメロゲニンと結合することを見







ヒトの内エナメル上皮では細胞膜表面の LAMP-1 が LRAP と結合しエナメル上皮細胞の
分化促進に関与することが報告されている 57)。またラットのエナメル芽細胞様細胞株では
LAMP-1 が LRAP の特異的受容体として、LAMP-3 が M180 の細胞内取り込みに関与す
る可能性が報告されている 58)。しかしながら、これらのアメロゲニン結合タンパクがエナ
メル芽細胞の細胞動態に与える影響の詳細は不明である。 
 近年、full-length amelogenin を用いて、骨芽細胞の細胞質分画および細胞膜分画の両方
からアメロゲニン結合タンパクとして見出されたのが 78 kDa glucose-regulated protein 
(Grp78)である 58)。Grp78 は熱ショックタンパク（heat shock protein）である Hsp70 ファ





（Parkinson’s disease）の発症メカニズムに関与している 60)。マウス 61)およびラット 62)エ
ナメル芽細胞株においてフッ素濃度の上昇とともに Grp78 遺伝子発現およびタンパク発現
が上昇し、フッ素症との関連が報告されている。しかし、生体内でのエナメル芽細胞分化

































M180 分解産物である TRAP に相当するアミノ酸配列をコードする領域に点変異があるこ











  エナメル質表面の微細構造は走査型電子顕微鏡(SEM) (JCM-6000 Plus, JEOL, Tokyo, 
Japan)にて観察した。12 週齢の野生型および点変異マウスの下顎骨を摘出し、４％パラホ
ルムアルデヒド-0.1 M リン酸緩衝液（4% PFA-0.1M PBS、pH7.4）にて固定後、蒸留水
で洗浄、および大気中で乾燥した。切歯はコーティング処理を行わずに、加速電圧
10.00kV の条件下で SEM にて観察し、二次電子検出器による画像を撮影した。 
 
３−３．固定、パラフィン包埋、切片作成、ヘマトキシリン-エオジン染色 
  10 週齢の野生型および点変異マウスを 4% PFA-0.1M PBS にて還流固定を行い、下顎
骨を摘出後、同一固定液にて 24 時間浸漬固定を行った。その後、10% 











（EMD Millipore, Temecula, CA, USA）、ウサギ抗マウス LAMP-1 抗体（Abcam, 
Cambridge, UK）、ウサギ抗マウス LAMP-3 抗体（Proteintech, Rosemont, IL, USA）、ウ
サギ抗マウス Grp78 抗体（Abcam, Cambridge, UK）、ウサギ抗マウス Caspase 3 抗体
（Proteintech, Rosemont, IL, USA）、ウサギ抗マウス Caspase 9 抗体（Proteintech, 
Rosemont, IL, USA）である。また、二次抗体は Alexa Flour 594 ヤギ抗ウサギ抗体
（Molecular Probes, Eugene, OR, USA）を用いた。アメロゲニン抗体は、M57 を除いた
全てのスプライシングアイソフォームを認識するアメロゲニン抗体を使用した。前述のパ
ラフィン切片をキシレンおよび下降エタノール系列により処理し、蛍光免疫染色に用い
た。LAMP-1 および LAMP-3 抗体を用いた免疫染色では、切片を 0.01M クエン酸ナトリ
ウム緩衝液（pH6.0）中で 98℃、20 分間処理して抗原賦活化を行った。アメロゲニン、
Grp78、Caspase 3、および Caspase 9 抗体を用いた免疫染色では抗原賦活化処理を行わな
かった。一次抗体は 4℃にて 24 時間インキュベーションを行い、PBS 洗浄後、二次抗体
を室温 1 時間反応させた。PBS 洗浄後、各細胞分化段階にあるエナメル芽細胞の細胞膜、
ゴルジ装置、およびトームス突起を可視化するために 63)-66)、fluorescein isothiocyanate 
(FITC) 標識 wheat germ agglutinin（WGA）レクチン(J-Chemical, Tokyo, Japan)を 10 分
間室温にてインキュベーションを行った。また核染色は 4', 6-diamidino-2-phenylindole 
(DAPI) (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)を用いた。画像取得は蛍光顕微鏡




































４−２．HE 染色による形態学的検討  
  アメロゲニン結合タンパクの局在を検討する前に、HE 染色を施した 10 週齢の野生型
および点変異マウスの組織学的構造の検討を行った。野生型マウスにおいて、下顎切歯に
前エナメル芽細胞、基質形成期、移行期、成熟期の連続的な各分化段階のエナメル芽細胞
























































細胞質の WGA 陽性領域に挟まれるように遠位細胞質の中央部に Grp78 の陽性反応が認め
られた。それに対し、点変異マウスの移行期エナメル芽細胞においては WGA 陽性領域が















































性反応を認めた（矢頭）。スケールバーは 20 μm  
17 
 
４−４．LAMP-1 および LAMP-3 の局在 























































移行期 図 10 
野生型 
点変異 












４−６．Caspase 3、9 の局在 
  移行期エナメル芽細胞においてアポトーシスがみられること 61)や、今回実験に用いた
ものと同じ点変異マウスを用いた過去の研究において、移行期エナメル芽細胞では
Caspase 3 の抗体の陽性反応が報告されている 68)。そこで、Caspase 3 および Caspase 9 の
抗体を用いた蛍光免疫染色を行った。その結果、野生型マウスの移行期エナメル芽細胞で
は Caspase 3 および Caspase 9 の抗体に対する陽性反応は認められなかった（図 12）。一
方、点変異マウスの移行期エナメル芽細胞においては Caspase 3 および Caspase 9 の両方

















ける点変異は過去の報告と同様に 61)、68）、移行期エナメル芽細胞において Caspase 3 およ









図 12．移行期エナメル芽細胞における Caspase 3および Caspase 9の免疫組
織学的局在  
10 週齢における野生型および点変異マウスの下顎切歯における Caspase 
3 および Caspase 9(赤)の免疫染色を示す。核染色は DAPI(青)にて行っ
た。野生型マウスの移行期エナメル芽細胞において、Caspase 3 および
Caspase 9 の陽性反応は認められなかった。一方、点変異マウスの移行期
エナメル芽細胞においては Caspase 3 および Caspase 9 の陽性反応を認め
た(矢頭)。スケールバーは 20 μm 
22 
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す原因遺伝子である 35)。lysosome-associated membrane proteins（LAMPs） は、リソソ
ーム膜のみならず細胞膜表面にも認められる内在性膜タンパクの一つである 54)-56)。また























位細胞質に WGA 陽性反応がみられ 63), 64)、電子顕微鏡による観察ではゴルジ体に WGA の












認められた。この差は Grp78 のタンパクと mRNA の発現の時期が異なる可能性がある。
Grp78 は過剰な不良タンパクの蓄積による小胞体ストレスにおいて許容範囲内であれば不
良タンパクの生成の抑制や分解を行い、許容範囲以上となればアポトーシスを引き起こす
60,68-70)。さらに、Grp78 は小胞体ストレスによって細胞質内に存在する Grp78 の発現を上
昇させることが報告されている 60)。本研究においては、点変異マウスの移行期エナメル芽
細胞で、アポトーシスのシグナル伝達経路で働く Caspase 3 およびその上流にみられる伝
達因子である Caspase 9 の局在が認められた。この結果から、点変異マウスでは、Grp78
の発現上昇を引き起こし移行期エナメル芽細胞のアポトーシスを引き起こす可能性が示さ
れた。したがって、アメロゲニンのスプライシングアイソフォームの中で最も多く認めら
れる M180 は TRAP を含むことから、アメロゲニン遺伝子における TRAP 領域の点変異
が小胞体ストレスとなる可能性が考えられた。 
 





全体に陽性反応が認められた。LAMP-1 および LAMP-3 は細胞膜表面に発現しアメロゲ
ニンと結合することが報告されてきた 50, 51)。また、内エナメル上皮細胞において細胞膜表












メロゲニン結合タンパクである Grp78、LAMP-1 および LAMP-3 を介して M180 および
LRAP が細胞内に取り込まれたか、点変異アメロゲニンの細胞内輸送や分泌が障害された
可能性が考えられる。以上の結果を総合すると、アメロゲニン点変異により分泌された
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